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Wpływ toksyny błoniczej na aktywność fosfatazy zasadowej leukocytów 


The Influence of Diphtheric Toxin on the Activity of Alkaline 
Phosphatase of Leukocytes 


Toksyna błonicza powoduje zaburzenia w metabolizmie komórkowym, a w 
związku z tym może uszkadzać wiele narządów w zakażonym organizmie. Ko- 
mórki różnych narządów i tkanek są w niejednakowym stopniu wrażliwe na dzia- 
łanie toksyny. W pierwszej kolejności zostają uszkodzone: serce, układ dokrewny, 
nerki i wątroba. Toksyna uszkadzając układ dokrewny, zwłaszcza nadnercza, po- 
woduje zmiany w obrazie krwinek białych, których ilość i skład uzależniony jest 
m. in. od funkcji tych gruczołów (2). We krwi w czasie toksemii błoniczej wystę- 
puje zazwyczaj leukocytoza wielojądrzasta z przesunięciem obrazu w lewo. 
W krwinkach białych, ciężkie postacie błonicy manifestują się zamgleniem jąder, 
słabą ich barwliwością i występowaniem ziarenek barwiących się lekko zasado- 
wo (4). Nieliczni autorzy (7, 11), podnoszą znaczenie określania aktywności fosfa- 
tazy zasadowej (ALP-aza) w granulocytach dla zróżnicowania niektórych chorób 
zakaźnych. Lambers K. i Bauer-Sic P. wspominają, że w błonicy aktyw- 
ność f. zas. jest zwykle podwyższona. 

Mimo dokładnego opracowania części klinicznej błonicy, nie zostały całko- 
wicie wyjaśnione zmiany biochemiczne i histochemiczne. W związku z tym w obec- 
nej pracy podjęto badania nad zachowaniem się aktywności fosfatazy zasadowej 
w granulocytach krwi świnki morskiej w przebiegu toksemii błoniczej. 


MATERIAŁ I METODYKA BADAŃ 


Badania przeprowadzono na świnkach morskich — samcach, ze względu na 
szczególną wrażliwość tych zwierząt na jad błoniczy. Do doświadczenia użyto 20 
świnek wagi około 250 g. Świnki morskie podzielono na dwie grupy: I — stano- 
wiła kontrolę, zaś II — wstrzykiwano dootrzewnowo 1 DLM toksyny błoniczej 
otrzymanej w Państwowej Wytwórni Surowiec i Szczepionek w Lublinie. W grupie 
tej pobierano zwierzętom krew po 15 godzinach, po 42 godzinach i po 90 godzi- 
nach działania toksyny. W pobranej krwi obliczano ogólną leukocytozę oraz histo- 
chemicznie oznaczano aktywność fosfatazy zasadowej granulocytów. 


54 Barbara Ciszewska-Popiołek 


Technika oznaczania aktywności f. zas. Rozmazy krwi obwo- 
dowej utrwalano 0,5 godziny w zimnym acetonie, płukano w wodzie destylowanej, 
a następnie inkubowano 0,5 godziny w temperaturze pokojowej w mieszaninie 
substratu zawierającej: 20 ml — 0,05 M buforu propandiolowego (pH 9,75), 20 mg 
— fosforanu sodowego alfa-naftylu i 20 mg — Fast Garnet GBC. Po przemyciu 
preparatów-rozmazów w wodzie destylowanej podbarwiano jądra hematoksyliną 
Mayera od 3 do 5 minut. Preparaty zamykano w glicero-żelatynie i oglądano pod 


immersją. 
Aktywność enzymu dla poszczególnych krwinek oznaczano w stopniach od 0 
do 4. 0 = odczyn ujemny, 1 = odczyn słabo dodatni, jednolite różowe zabarwie- 


nie cytoplazmy z pojedynczymi ziarnistościami skupionymi zwłaszcza w pobliżu 
błony komórkowej, 2 = odczyn dodatni, liczniejsze i większe ziarnistości, skupione 
przede wszystkim w obwodowej części komórki, 3 = odczyn intensywnie dodatni 
z licznymi czerwono-brunatnymi ziarnistościami, wypełniającymi prawie całą cyto- 
plazmę i 4 = odczyn wybitnie dodatni, ziarnistości duże, brunatne i brunatno- 
czarne, zlewające się i wypełniające całą cytoplazmę komórki. Ogólną aktywność 
fosfatazy oceniano wg metody podanej przez Kaplowa (1955), wyprowadzając 
wskaźnik odzwierciedlający aktywność enzymu w stu dojrzałych granulocytach. 
Za podstawę do obliczenia wskaźnika przyjęto intensywność zabarwienia w stop- 
niach od 0 do 4 w stu kolejnych leukocytach. W celu wyprowadzenia wskaźnika 
sumowano iloczyny stopnia aktywności f. zas. przez liczbę granulocytów o tym 
stopniu aktywności. 


BADANIA WŁASNE 


Grupa kontrolna 


Średnia leukocytoza we krwi świnek zdrowych wynosiła 6800. Do- 
datnią reakcję na f. zas. wykazywało 63—70% granulocytów. Najwięcej 
krwinek wykazywało średni (2 i 3) stopień aktywności f. zas. Średni 
wskaźnik aktywności f. zas. obliczony na podstawie powyższych danych 
wynosił 155. 


Grupa doświadczalna 


1) U świnek grupy doświadczalnej po 15 godzinach działania toksyny 
błoniczej stwierdzono nieznaczny wzrost leukocytozy, średnio do war- 
tości 9200 oraz znaczny wzrost aktywności f. zas. granulocytów. 
Stwierdzono 95—100% krwinek fosfatazododatnich (ryc. 2). Z kolei spo- 
śród krwinek wykazujących dodatni odczyn na f. zas, około 80% wy- 
kazywało bardzo wysoki (4) stopień tej aktywności (ryc. 3). Wartość 
wskaźnika aktywności fosfatazowej w tym okresie wynosiła średnio 350. 

2) Po 42 godzinach działania toksyny błoniczej leukocytoza wyno- 
siła średnio 15200. W rozmazach krwi pobranych w tym okresie 93— 
100% krwinek wykazywało dodatni odczyn na aktywność f. zas. Spośród 
nich 50% dawało odczyn wybitnie pozytywny (ryc. 4). Wartość wskaź- 
nika dla tego okresu wynosiła 324. 
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3) Po 90 godzinach działania toksyny leukocytoza nieznacznie spa- 
dała, średnie wartości wynosiły 12300. Ogólna ilość krwinek fosfatazo- 
dodatnich utrzymywała się na tym samym poziomie 90—100%. Spadała 
liczba granulocytów z wybitną aktywnością f. zas. Zwiększyła się liczba 
krwinek wykazujących niskie (1 i 2) stopnie aktywności. Średni wskaz- 
nik aktywności f. zas. w tym okresie wynosił 237. 
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Ryc. 1. Średnie zmiany aktywności f. zas. w leukocytach obojętnochłonnych 
i średnie zmiany leukocytozy w różnych okresach doświadczenia; W — wskaźnik 
aktywności f. zas. (liczby w kolumnie wewnętrznej), L — leukocytoza (liczby 
w kolumnie zewnętrznej), T — czas pobierania materiału, K — kontrola, 15 — po 
15 godzinach działania toksyny błoniczej, 42 — po 42 godzinach działania toksyny 
błoniczej, 90 — po 90 godzinach działania toksyny błoniczej, linia ciągła — krzywa 
wskaźnika, linia przerywana — krzywa leukocytozy 
Mean variations of alkaline phosphatase in neutrophils and mean variations of 
leukocytosis at different stages of the experiment; W — index of activity of 
alkaline phosphatase (figures in the inside column), L — leukocytosis (figures in 
the outside column), T — time of collecting samples, K — control, 15 — 15 hrs. 
following toxin activity, 42 — 42 hrs. following toxin activity, 90 — 90 hrs follow- 
ing toxin activity, continuos line — the index curve, interrupted line — 
the leukocytosis curve 


Na podstawie średnich wartości leukocytozy i średnich wartości 
wskaźnika określającego aktywność f. zas. granulocytów dla grupy 
kontrolnej oraz różnych okresów toksemii błoniczej sporządzono wy- 
kres, a następnie porównano przebieg tych dwóch krzywych (ryc. 1). 
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Dane liczbowe przedstawiające procent granulocytów fosfatazododat- 
nich oraz procent granulocytów z wybitną aktywnością w poszczegól- 
nych okresach doświadczenia zawiera tabela 1. 


Tab. 1. Procentowa zawartość granulocytów fosfatazododatnich oraz granulocytów 
z wybitną aktywnością fosfatazy zasadowej (spośród granulocytów dających do- 
datni odczyn f. zas.) w poszczególnych okresach doświadczenia 
Per cent values showing the number of phosphatase positive granulocytes and gra- 
nulocytes with a very high activity of alkaline phosphatase at different stages 
of the experiment 


% granulocytów % granulocytów z wy- 


G badane 
ABY fosfatazododatnich bitną aktywni. f. zas. 


Grupa kontrolna 63— 70 14 — 22 


Po 15 godzinach działania 95 — 100 78 — 84 
toksyny 


Po 42 godzinach działania 93 — 100 
toksyny 


47 — 56 


Po 90 godzinach działania 
toksyny 


90 — 100 10 — 15 


OMÓWIENIE WYNIKÓW BADAŃ I WNIOSKI 


Określenie aktywności f. zas. granulocytów ma duże znaczenie 
w różnicowaniu wielu schorzeń (11). Najlepiej przebadane pod wzglę- 
dem właściwości cytochemicznych są granulocyty w chorobach układu 
krwiotwórczego i krwi. Znacznie mniej doniesień spotykamy w litera- 
turze odnośnie znaczenia określania aktywności f. zas. w granulo- 
cytach dla diagnostyki różnicowej chorób zakaźnych. Lambers K. 
iBauer-SicP. (7) donoszą, że w mononukleozie zakaźnej stwierdza 
się obniżony poziom aktywności f. zas., podczas gdy w anginie i bło- 
nicy aktywność ta jest zwykle podwyższona. W naszej pracy starano 
się dokładnie przebadać aktywność f. zas. granulocytów w przebiegu 
toksemii błoniczej w zestawieniu z zachowaniem się ogólnej leukocytozy 
w poszczególnych okresach tego schorzenia. 


Obraz białych krwinek w błonicy był szeroko opracowany. Więk- 
szość badaczy (1, 2, 4, 6, 9, 13, 16) stwierdza, że w błonicy najczęściej 
spotyka się podwyższoną leukocytozę. Leukocytoza w błonicy nie jest 
charakterystyczna (2), jak również nie może być miernikiem ciężkości 
schorzenia (9). W naszych badaniach stwierdzono, że leukocytoza w prze- 
biegu toksemii błoniczej jest przez cały czas podwyższona. W początko- 
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wym okresie nieznacznie, najwyższe wartości osiąga po 42 godzinach, 
a po 90 godzinach nieznacznie spada w porównaniu z okresem drugim. 


Ryc. 2. Leukocyty fosfatazododatnie w rozmazie krwi świnki morskiej po 15 go- 
dzinach działania toksyny błoniczej. Mikroskop Lumipan C. Zeiss. Powiększenie 
300 X. Kamera „Standard” 

Phosphatase positive granulocytes in blood smear after 15 hrs. of toxin activity. 
Microscope Lumipan Zeiss. Magn. X 300. "Standard Camera 


W rozmazach krwi cytochemicznie, metodą sprzęgania z barwnikami 
dwuazowymi oznaczano aktywność f. zas. Aktywność tą oceniano 
wg metody podanej przez Kaplowa, obliczając wskaźnik aktywności 
enzymu w stu granulocytach. Dodatnią aktywność f. zas. stwierdzono 
tylko w granulocytach obojętnochłonnych dojrzałych i pałeczkowatych. 
Pozostałe, obserwowane przez nas, elementy komórkowe krwi nie wy- 
kazywały dodatniej aktywności enzymu zarówno u zdrowych, jak i za- 
każonych świnek, co zgodne jest z danymi w dotychczasowej literatu- 
rze (3, 5, 8, 15). Stwierdzono, że aktywność f. zas. granulocytów 
neutrofilnych zdrowych świnek jest bardzo wysoka w porównaniu 
z wartościami wskaźnika dla ludzi zdrowych. Wskaźnik ten dla zdro- 
wych kobiet wg Quigleya i Dawsona (10) wynosił 33, obliczany 
dla obu płci wg Kaplowa (5) wynosił 22, wg Szubicza (12) 27. 

W naszych badaniach średni wskaźnik aktywności enzymatycznej 
dla zdrowych świnek morskich (samców) wynosił 155. Wg innych auto- 
rów przyjmował wyższe wartości, dochodzące do 247,2 (12). Być może, 
że różnice te wynikły na skutek tego, że do naszych badań użyto 
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świnek morskich tylko płci męskiej, a na przykładzie obserwacji prze- 
prowadzonych u ludzi można twierdzić, że aktywność fosfatazowa jest 
znacznie wyższa u płci żeńskiej (14), co uzależnione jest od zawartości 
estrogenów we krwi. Stwierdzono również znaczny wzrost aktywności 
fosfatazowej już w początkowym okresie toksemii błoniczej. Po 15 go- 
dzinach wskaźnik aktywności f. zas. osiągał wartość 350. Po 42 go- 
dzinach działania toksyny zaobserwowano nieznaczny spadek aktyw- 


Ryc. 3. Leukocyt obojętnochłonny w roz- 
mazie krwi świnki morskiej po 15 godzi- 
nach działania toksyny błoniczej, Odczyn 
na f. zas. wybitnie dodatni. W całej 
cytoplazmie widoczne intensywne, zlewa- 
jące się ziarnistości. Mikroskop Lumipan 
C. Zeiss. Pow. 3000 X. Kamera „Stan- 
dard” 


A neutrophil in blood smear of a guinea 
pig after 15 hrs. of toxin activity. Distinct 
positive reaction to alkaline phosphatase. 
Intense blurred granulations fill up the 
whole cytoplasm. Microscope Lumipan 
Zeiss. Magn. X 3000. Standard camera 


Ryc. 4. Leukocyt obojętnochłonny w roz- 
mazie krwi świnki morskiej po 42 godzi- 
nach działania toksyny błoniczej. Odczyn 
na f. zas. wybitnie dodatni. Liczne zle- 
wające się, intensywnie wybarwione ziar- 
nistości wypełniają całą cytoplazmę ko- 
mórki. Mikroskop Lumipan C. Zeiss. Pow. 
4500 X. Kamera ,,Standard” 


A neutrophil in blood smear of a guinea 
pig after 42 hrs. of toxin activity, Distinct 
positive reaction. Numerous blurred and 
colourless granulations fill up the whole 
cytoplasm. Microscope Lumipan Zeiss. 
Magn. X 4500. Standard camera 


ności fosfatazowej (wartość wskaźnika 324). Po 90 godzinach aktywność 
f. zas. nagle spadała (wartość wskaźnika 237). Była jednak ona jesz- 
cze bardzo wysoka w porównaniu z aktywnością fosfatazy u świnek 
zdrowych. Nie zauważono wyraźnej zależności między stopniem aktyw- 
ności fosfatazowej neutrofilów a wartościami ogólnej leukocytozy dla 
poszczególnych okresów. Najwyższe wartości leukocytozy stwierdzono 
po 42 godzinach działania toksyny, podczas gdy aktywność enzyma- 
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tyczna była największa w pierwszym okresie toksemii po 15 godzinach, 
a później spadała aż do śmierci zwierzęcia, która następowała po około 
90 godzinach od chwili podania toksyny. 
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TI go M 


Bauanue qudTepuiHOTO TOKCMHA Ha AKTUBHOCTE INEJOUHOŃ doccdata3yl 
JIeAKONMTOB 


Pe3roMe 


Bsa MCCJIEĄOBAHa AKTMBHOCTb LNEJOHUHOŃH cbocdbaTa3bl B TpaHyJIo- 
UHMTAX MOpPCKMX CBMHOK B nponecce AudTepuiHOń TOKCEMKM B CONOC- 
TABJIEHMKA C NOBEĄEHMEM OÓLĄETO JIEHKONATOBA B OTĄEJBHBIE IIEPHOĄBI ITO- 
ro 3aGoJreBaHnA. ZKMBOTHbie nomyyanmm 1 DLM pucpTrepuiiHOTo TOKCMHA. 
He yCTaHOBJIEHO OTYeETIMBOM 3aBMCMMOCTM Mey CTEIEHBIO ChocchaT- 
HOM aKTUBHOCTM HeMTpodu0B M BEJIMUMHAMU OÓLNETO JIEMKOINKTOZA AJA 
OTĄEJIBHBIX IIePHONOB JUcbTepnuiiHOi TOKCEMHM. CaMad BbICOKaA 9H3MMa- 
TMIECKAA AKTMBHOCTE HaOJIIONaAJIACH CIIYCTA 15 uacoB, a HAMBBICHIAA BE- 
JIMUMHA JIEAKONATOB3A — CIYCTA 42 uaca or Momenta noqadm AMcpTe- 
PMMHOTO TOKCHHA. 
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The Influence of Diphtheric Toxin on the Activity of Alkaline 
Phosphatase of Leukocytes 


Summary 


During diphtheric toxaemia studies of the activity of alkaline phos- 
phatase in granulocytes of guinea pigs were carried out simultaneously 
with examinations of general leukocytosis at different stages of the 
disease. The animals were given 1 DLM of diphtheric toxin. No distinct 
relation was found between the degree of the phosphatase of neutro- 
phils and the values of general leukocytosis at different stages of diph- 
theric toxaemia. The highest enzymatic activity and the highest values 
of leukocytes were observed after 15 and 42 hrs., respectively following 
the moment of diphtheric toxin administration. 
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